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Endocytóza je proces typický pro eukaryotické buňky. Jedná se o proces pučení plasmatické 
membrány, při kterém dochází k vytvoření membránového váčku se specificky selektovaným 
nákladem. Váček je následně pohlcen buňkou. Endocytóza má zásadní vliv na růst a vývoj 
rostlin, a to nejen příjmem živin z extracelulárního prostoru, ale i změnou lipidového složení 
membrán, které zásadně ovlivňuje buněčnou signalizaci. 
U rostlin je známo několik typů endocytózy, liší se od sebe proteinovým aparátem, který se na 
jejich průběhu podílí. Nejprostudovanějším typem endocytózy u rostlin je endocytóza 
zprostředkovaná klatrinem. Ta probíhá v pěti na sebe navazujících krocích, o kterých se 
u rostlin ví prozatím méně detailů než u živočišných buněk. V první části své práce popisuji 
dosavadní poznatky o průběhu endocytózy zprostředkované klatrinem a o hráčích, které se na 
ní v rostlinách podílejí. Zmiňuji také způsoby, kterými umí rostlinná buňka proces endocytózy 
regulovat.  
V závěrečné části své práce shrnuji poznatky o dalších, recentně objevených a prozatím 
neprobádaných typech endocytózy, které jsou nezávislé na klatrinu. Detaily těchto 
endocytických cest nejsou prozatím známy. Jsou jimi endocytóza spojená s membránovými 
mikrodoménami a fluid-phase endocytóza. Další zkoumání by mohlo napomoci porozumění 
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Endocytosis is a process typical for eukaryotic cells. It is a mechanism that ensures invagination 
of the plasma membrane which leads to the creation of a membrane vesicle with specifically 
selected cargo. The vesicle is then internalized by the cell. Endocytosis has a crucial role in 
plant growth and development not only thanks to the reception of nutrients from the 
extracellular space but also by having a huge impact on the membrane composition which 
influences cellular signalling. 
There are few types of endocytosis known in plants. They differ from each other by the 
molecular machinery which ensures their process. The most studied type in plants is the 
clathrin-mediated endocytosis. Clathrin-coated vesicle formation proceeds through five stages. 
However, there are less details known about it in plant cells than in animal cells. In the first part 
of my bachelor thesis I describe recent knowledge of this topic and the most important 
participants in this process. I also mention the mechanisms of regulations that plant cells use to 
coordinate clathrin-mediated endocytosis. 
In the second part I summarize recently discovered types of endocytosis in plants that are 
independent from clathrin. These are endocytosis associated with microdomains and fluid-
phase endocytosis. The details of these endocytic ways are still unclear. Future experiments are 
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1. Úvod  
Endocytóza je evolučně konzervovaný proces typický pro všechny eukaryotické buňky. 
Představuje hlavní cestu pro vstup membránových proteinů a lipidů, extracelulárních molekul 
a některých živin do buňky. Tento proces je pro buňky klíčovým mechanismem pro vývoj, růst, 
signalizaci a obranné mechanismy. Pro přežití buňky je zásadní neustálá regulace složení 
obsahu proteinů a lipidů na plazmatické membráně (PM). Cyklování podléhají hlavně různé 
receptory, transportéry a enzymy zprostředkovávající tvorbu buněčné stěny. Tyto jsou 
selektivně nakládány do pučícího váčku a endocytózou jsou pohlcovány. Je to přísně 
regulovaný proces vyžadující interakce na úrovni proteinů a lipidů (McMahon and Boucrot, 
2011).  
Endocytóza byla poprvé objevena v živočišných buňkách a po dlouhou dobu převládal názor, 
že u rostlin podobný proces existovat nemůže z důvodu přítomnosti turgoru (Cram W. J., 1980). 
Později se však objevovaly důkazy o existenci endocytózy i u rostlin (Robinson and Milliner, 
1990). V současné době je u rostlin známých několik endocytických cest. Každá endocytická 
cesta využívá molekulární aparát specifický pro daný typ endocytózy. Obecně se rozlišuje 
endocytóza zprostředkovaná klatrinem (CME – clathrin mediated endocytosis) a endocytóza 
nezávislá na klatrinu (CIE – clathrin independent endocytosis). CME je zdaleka nejlépe 
probádaným typem endocytózy u rostlin, proto se jí budu věnovat nejvíce a podrobně 
představím molekulární aparát podílející se na jejím průběhu a regulaci (2.1, 2.3). O CIE 
existují prozatím pouze útržkovité informace. U živočišných buněk je známo více druhů CIE 
(Ferreira and Boucrot, 2018). Jedním z důvodů je, že živočišná buňka nemá buněčnou stěnu, 
která by ji mohla omezovat ve změně tvaru povrchu buňky. U rostlin jsou známé dva typy CIE: 
fluid-phase endocytóza (FPE – fluid-phase endocytosis) a endocytóza spojená 
s membránovými mikrodoménami. Těm se budu krátce věnovat v závěrečné části své práce 
(viz kapitola 3). 
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2. Klatrinem zprostředkovaná endocytóza 
2.1. Význam a průběh tvorby klatrinem obalených váčků 
CME je nejprobádanějším typem endocytózy u rostlin. Během endocytózy dochází k postupné 
invaginaci PM a tím k vytvoření klatrinem obalených váčků (CCV – clathrin coated vesicles). 
U rostlin bývají menší než u živočichů, o průměru ~35-60 nm (McMahon and Boucrot, 2011). 
K vytvoření váčku dojde kooperací mnoha proteinů. Tento evolučně konzervovaný proces je 
spojený s internalizací membránových proteinů a extracelulárních látek pomocí tohoto váčku. 
CCV se netvoří pouze na PM, ale jsou zodpovědné i za dopravu post-Golgi váčků. To zahrnuje 
pozdní sekretorické dráhy z trans-Golgi sítě (TGN – trans-Golgi network) na PM a vakuolární 
transport z TGN do vakuoly. CCV zajišťují také transport materiálu ke vznikající buněčné 
desce během dělení buňky a také k recyklaci přebytečného materiálu ze vznikající buněčné 
desky (Bednarek and Backues, 2010; Paez Valencia et al., 2016). Molekulární aparát pro tvorbu 
CCV se pro každý kompartment může v některých proteinech lišit. Ve své práci se zaměřím 
převážně na hráče ve tvorbě CCV na PM (viz kapitola 2.2). 
Než se budu podrobněji věnovat proteinům účastnícím se v procesu CME, ráda bych nastínila, 
jakým způsobem je dáno CCV v buňce vzniknout. Aby se takový váček z membrány utvořil, 
je potřeba molekulárního aparátu, který zprostředkuje jednotlivé kroky tvorby. CME probíhá 
v pěti po sobě jdoucích a částečně se překrývajících krocích. Prvním je iniciace, kdy dojde 
k nahloučení adaptorových proteinů [u rostlin hlavně AP-2 a TPLATE komplex (TPC – 
TPLATE complex)] na PM v místě budoucího pučení váčku. Tím dojde i k mírnému vyklenutí 
PM do cytosolu (McMahon and Boucrot, 2011). Mírné vyboulení membrány může již předtím 
způsobovat shlukování membránových proteinů do klastrů v rámci membrány daného 
kompartmentu. Shlukovat se mohou (trans)membránové receptory, enzymy, transportéry, které 
často spolupracují na nějaké společné funkci (Werlen and Palmer, 2002). Druhým krokem je 
výběr nákladu. Ten je zprostředkován adaptorovými proteiny, které se vážou na specifické 
motivy cytosolické části (trans)membránových proteinů určených k naložení. Doplňkové 
adaptorové proteiny mohou výběr nákladu ještě dále upřesnit (McMahon and Boucrot, 2011). 
Následujícím krokem během pučení váčku je sestavení klatrinového obalu. Molekuly klatrinu 
jsou rekrutovány přímo z cytosolu do míst, kde se nachází koncentrovaně adaptorové proteiny. 
Klatrin se totiž sám na membránu vázat neumí a tuto vazbu zprostředkovávají právě adaptorové 
proteiny, které zároveň zajišťují selekci nákladu. Klatrin tak může polymerizovat do podoby 
„klece“ tvořené hexagony a pentagony. Tím se stabilizuje a zvětšuje prohnutí membrány, které 
dovoluje maturaci váčku. Prohnutí membrány podporují svou přítomností další efektory 
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zakřivení [např. proteiny obsahující BAR doménu (Bin/amphiphysin/Rvs domain)] (McMahon 
and Boucrot, 2011). Předposledním krokem je odštěpení dozrálého váčku od plazmatické 
membrány. Zaškrcení tzv. krčku zajišťují specializované proteiny – dynaminy, u rostlin jsou to 
dynaminu podobné proteiny (DRPs – dynamin related proteins). Avšak pravděpodobně existují 
i na dynaminu nezávislé cesty, jako např. u kvasinek (Liu et al., 2009). Dynamin svou aktivitou 
zaškrcuje zúženou oblast mezi plazmatickou membránou a budoucím váčkem. Po dostatečném 
přiblížení membrán dojde k odštěpení váčku a jeho uvolnění do cytosolu, kterým je dále 
transportován do cílového místa. Posledním dějem již v cytosolu je depolymerace klatrinu, což 
je u živočišných buněk zajišťováno heat shock cognate 70 (HSC70) proteinem za pomoci 
kofaktoru auxilinu. Nejpřístupnější je klatrinová klec v místě odštěpení od membrány, kde 
zůstává nezacelená. To může být také důvodem, proč k rozebrání klatrinového obalu nedochází 
již během polymerace. Podjednotky klatrinové klece se poté uvolní do cytosolu a můžou být 
opět použity pro endocytózu dalšího váčku (McMahon and Boucrot, 2011). U rostlin je proces 
rozebírání klatrinového obalu prozatím prakticky nepopsán. Rostliny sice kódují HSC70, ale 
nynější poznatky naznačují, že existují i populace váčků, které pro rozebírání obalu používají 
jiné cesty než ty zprostředkované HSC70 s kofaktorem auxilinem (Adamowski et al., 2018).  
Následuje cílený transport, který je zajištěn souhrou cytoskeletu s dalšími proteiny. Váček 
splývá s cílovým buněčným kompartmentem, jímž je v případě CME raný endozom (EE – early 
endosome), u rostlin také nazývaný TGN. Po splynutí dochází k třídění nákladu, případně ke 
zpětné recyklaci proteinů na PM. Složky nákladu mohou být také nasměrovány k degradaci ve 
vakuole přes pozdní endozom (LE – late endosome) (Paez Valencia et al., 2016). 
Veškerý vezikulární transport je cílený a řízený podle značení na povrchu endocytovaného 
váčku. To je důležité pro zachování kompozice proteinů v cílovém kompartmentu. Každá 
organela v buňce má svou specifickou úlohu, která je určována zejména proteinovým složením 
na membráně a uvnitř dané organely. Také obaly i náklady v buňce všudypřítomných váčků 
jsou specifické dle donorové a cílové membrány. V buňce kromě CCV existují i COPI a COPII 
váčky, o kterých se zmíním v dodatcích (viz kapitola 5.1). Ty se sice nepodílí na endocytóze, 
ale hrají významnou roli v endosomálním transportu (Singh and Jürgens, 2018). 
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2.2. Proteiny, které se podílejí na CME 
2.2.1. Adaptorové proteinové komplexy 
2.2.1.1. Adaptorové proteiny 
Rostliny kódují celkem pět AP, z nichž jen dva interagují s klatrinem (AP1 a 2), a pouze AP-2 
se podílí na CME (Singh and Jürgens, 2018). 
AP hrají důležitou roli při tvorbě váčků pro následný endosomální transport. Zprostředkovávají 
kontakt jiných proteinů (např. klatrinu) s membránou kompartmentu. Bez AP by tyto proteiny 
s membránou přímo interagovat neuměly. AP zároveň zajišťují selekci nákladu. Proteiny 
nákladu jsou selektovány buďto na základě svých aminokyselinových motivů (AA – amino 
acid), nebo struktury cytosolické části transmembránových proteinů. Příkladem motivu 
v AA sekvenci nákladu je motiv založený na tyrozinu – YxxΦ – u rostlin rozeznávaný pomocí 
AP-2 během CME (Owen and Evans, 1998). Identifikací nakládaného proteinu může být také 
posttranskripční kovalentní modifikace cytosolické části membránového proteinu. Typicky jí 
jsou ubikvitinace či fosforylace proteinů učených pro transport (Traub and Bonifacino, 2013). 
Mnoho adaptorových proteinů interaguje s určitými lipidy v membráně a některé adaptorové 
proteiny umí způsobovat zakřivení membrány a zároveň ono zakřivení stabilizovat (Zhang et 
al., 2015).  
Rodinu AP proteinů tvoří AP1-5 a COPI-F. Jde o homologní komplexy (pocházející ze 
společného původního komplexu) a každý z nich přispívá k tvorbě váčku na membráně jiného 
kompartmentu v rostlinné buňce (Hirst et al., 2011). AP1-5 mají velmi konzervovanou 
strukturu napříč všemi eukaryotickými organismy. Jsou heterotetramerickými proteiny, které 
se skládají ze dvou velkých podjednotek (γ/α/δ/ε/ζ a β1-5), jedné střední podjednotky (µ1-5) 
a malé podjednotky (σ1-5) (McMahon and Boucrot, 2011). Obecně se tyto podjednotky 
nazývají adaptiny. Právě adaptin µ je důležitý pro rozeznání proteinu určeného jako náklad 
podle motivu YxxΦ nebo podle motivu založeném na dileucinu [DE]xxxL[LI]. Adaptiny hrají 
důležitou roli i při tvorbě CCV na PM. Existují však i další doplňkové proteiny, které mohou 
funkci AP-2 během tvorby CCV zastoupit (McMahon and Boucrot, 2011). U živočišných 
buněk je jím například protein obsahující Fer/Cip4 homologní doménu (FCHo) a u rostlinných 
kupříkladu TPC (Henne et al., 2010; Gadeyne et al., 2014). 
 
2.2.1.1.1. AP-2 
Ze všech pěti AP se pouze AP-2 komplex podílí na CME na PM (Baisa et al., 2013). Zahajuje 
tvorbu CCV vazbou na PM a zprostředkovává vazbu klatrinu na PM. Zároveň jeho podjednotky 
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umí vázat transmembránové proteiny interakcí s jejich cytosolickou částí, na které bývají 
umístěny motivy pro třídění a díky tomu mohou být rozpoznány jako náklad pro CCV. Na 
základě analýz mutantních linií jednotlivých podjednotek AP-2 bylo zjištěno, že má vliv např. 
na endocytózu auxinového transportéru PIN2 (PIN-FORMED 2) (Kim et al., 2013), celulóza 
syntázy 6 (Bashline et al., 2013) a receptoru brassinosteroidů BRI1 (brassinosteroid 
insensitive 1) (Rubbo et al., 2013).  
O AP-2 je známo, že existuje ve dvou formách. V 'uzamčené' (inaktivní) a 'otevřené' (aktivní), 
kdy se stává přístupným pro vazbu nákladu a klatrinu. Jedná se o auto-inhibiční mechanismus, 
který zabraňuje vazbě klatrinu na cytosolický AP-2. Velká konformační přeměna komplexu 
AP-2 z inaktivní na aktivní formu je způsobena vazbou komplexu na membránu obsahující 
fosfatidylinositol 4,5-bisfosfát (PIP2 - PtdIns(4,5)P2) (Kelly et al., 2014). 
Je heterotetramerickým proteinem, jehož jednotlivé podjednotky zastupují různé funkce. Velká 
podjednotka α zajišťuje vazbu k PM. Velká podjednotka β2 rekrutuje klatrin a umožňuje tak 
jeho polymerizaci a tím tvorbu klatrinového obalu. Zároveň přispívá k výběru nákladu. Střední 
podjednotka μ2 slouží pro rozpoznání motivu YXX (Bar et al., 2009). Tento motiv v rostlině 
slouží nejen jako signál pro ligandem navozenou endocytózu u LeEix2 (Bar et al., 2011), ale 
také jako signál pro degradaci v případě BOR1 (receptor boru). Malá podjednotka σ2 dodává 
stabilitu celému komplexu (Lee and Hwang, 2014). U živočichů vede vyřazení některé 
z podjednotek ke smrti embrya. Oproti tomu u rostlinné mutantní linie vykazují pouze mírné 
vývojové vady a jsou stále životaschopné. U Caenorhabditis. elegans bylo zjištěno, že AP-2 
částečně funguje jako dva hemikomplexy (-2 a 2-2). Letální je pouze poškození obou 
hemikomplexů zároveň. U rostlin tato možnost ještě nebyla objasněna. Zůstává to prozatím 
jako jedno z možných vysvětlení, proč při ap2 mutaci dochází pouze k mírné změně fenotypu 
rostliny (Zhang et al., 2015). 
 
2.2.1.2. TPLATE komplex  
TPLATE komplex (TPC) je poměrně nedávno objevený raný adaptorový proteinový komplex 
CME specifický pro rostliny (Zhang et al., 2015). TPC je naprosto nepostradatelný pro růst 
pylové láčky a vývoj rostliny. Naproti tomu bez AP-2 komplexu je rostlina schopna přežít 
(Gadeyne et al., 2014). TPC je složen z osmi podjednotek a u živočišných a kvasinkových 
buněk nenajdeme žádné jednoznačné homology těchto podjednotek. U améby Dictyostelium 
discoideum byl v posledních letech objeven starobylý adaptorový komplex TSET (Hirst et al.), 
který obsahuje homology některých podjednotek TPC. Z evolučního hlediska je TSET/TPC 
starobylejší než AP a tvoří chybějící článek mezi COPI a AP, které jsou vzdáleně příbuzné. 
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TSET/TPC se vytratil z několika větví eukaryot, přestože u živočichů a kvasinek to vypadá, že 
pozůstatkem po TSET/TPC jsou munisciny, které by mohly být odvozeny od podjednotky 
TML. Tato podjednotka obsahuje C-terminální HD doménu. TML podjednotku Dictyostelium 
ztratilo. U Arabidopsis thaliana (At) však tato doména hraje nenahraditelnou roli při 
rekrutování TML na PM a při sestavování TPC (Zhang et al., 2015). 
TPC hraje důležitou roli v rané fázi tvorby váčku. Je jedním z prvních elementů rekrutovaných 
na PM, a to ještě před AP-2, klatrinem a DRPs (Zhang et al., 2015). To svědčí o funkci TPC 
v rané fázi CME (Gadeyne et al., 2014).  
Z osmi podjednotek byla tou první objevenou TPLATE podjednotka (Damme et al., 2011). 
Později byly popsány i ostatní: LOLITA, TWD40-1, TWD40-2, AtEH1, AtEH2, TML 
a TASH3. Svůj název získaly na základě segmentů již známých domén v jejich AA sekvenci. 
Tyto podjednotky fyzicky i geneticky interagují s mnoha konzervovanými složkami CME. 
Jednotlivé podjednotky zprostředkovávají interakce s klatrinem, PM, AP-2, s proteiny 
obsahujícími ANTH doménu a s DRPs. (Gadeyne et al., 2014). Například TASH3 obsahuje Src 
homology 3 (SH3) doménu, o které je známo, že umí rekrutovat DRPs. TML, AtEH1, AtEH2 
a TASH3 obsahují domény, které u živočišných buněk zajišťují stabilizaci AP-2 komplexu na 
PM. S jistotou však byla definována pouze funkce -homologní domény na TML (viz výše) 
(Zhang et al., 2015). 
 
2.2.1.3. Souhra TPC a AP-2 komplexů během CME 
V některých podjednotkách TPC jsou přítomny domény, které jsou podobné doménám 
v proteinech živočišných buněk, které zajišťují rekrutování AP-2. To naznačuje, že by TPC 
mohl hrát roli v CME jako prvek rekrutující AP-2 na PM v rostlinných buňkách. Tuto hypotézu 
podporuje společné umístění AP-2 a TPC na PM ve více než 50 %. Zároveň tomu nasvědčuje 
i snížená přítomnost AP-2 na PM při umlčení TML. TPC tedy pravděpodobně přispívá ke 
stabilizaci AP-2 komplexu na PM, ale není k tomu vyloženě nezbytný (Gadeyne et al., 2014). 
Asi ve 30 % (TPC) a 20 % (AP-2) jsou rané adaptorové komplexy na PM lokalizovány 
samostatně, což napovídá, že TPC a AP-2 mají jak rozdílné, tak překrývající se funkce (Zhang 
et al., 2015). TPC na místo vzniku budoucího váčku na PM dorazí jako první a zároveň na PM 
většinou zůstává i po odloučení AP-2 (tedy asi po odštěpení váčku). Svým chováním připomíná 
okrajový komplex, známý z živočišných buněk, skládající se z FCHo, Eps15 a intersektinu, 




Obrázek 1 – Přehled interakcí proteinů a model klatrinem zprostředkované endocytózy 
Převzato z (Gadeyne et al., 2014) 
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2.2.1. Monomerické adaptory 
Rostlinné buňky obsahují kromě AP komplexů a TPC také další adaptory, které se podílí na 
tvorbě CCVs. Jedná se o monomerické adaptory, které obsahují např. E/ANTH doménu. 
Proteiny obsahující ANTH doménu se podílejí na endocytóze. TOL proteiny (TARGET OF 
RAPAMYCIN LIKE) jsou využívány pro výběr nákladu z PM, který je určený pro degradaci 
ve vakuole (Zouhar and Sauer, 2014). Dále protein AP180 hraje roli během endocytózy. Epsinu 
podobné klatrinové adaptory 1, 2 a 4 (ECA1, 2, 4 - Epsin-like clathrin adaptor 1, 2, 4) jsou 
lokalizovány na PM a endosomech a během dělení buňky i na buněčné desce. Pro bližší 
objasnění jejich funkce v rostlinné buňce bude potřeba dalšího bádání (Lee and Hwang, 2014). 
 
2.2.2. Klatrin 
Klatrin je obalový protein podílející se na endocytóze stabilizací zakřivení membrány v místě 
vzniku budoucího váčku a zároveň toto vyklenutí prohlubuje. Tím přispívá k dozrávání váčku. 
Jednotlivé klatrinové molekuly jsou rekrutovány z cytosolu na PM do místa koncentrace 
adaptorových proteinových komplexů. Polymerizací se klatrinové molekuly skládají do 
struktury podobné kleci (McMahon and Boucrot, 2011). Struktura má pravidelné uspořádání, 
obsahuje okénka, která mívají tvar hexagonu, pentagonu či heptagonu (viz Obrázek 2). Pokud 
by v dané struktuře byl přítomen pouze hexagonální tvar, zůstala by planární. Jestliže struktura 
obsahuje i pentagony, nabývá zakřiveného tvaru. Počet a umístění pentagonů udává tvar 
a velikost vznikajícího váčku (Kirchhausen, 2000). 
Klatrinová podjednotka (nazývaná triskelion) má centrální uzel, ze kterého vybíhají tři „nohy“. 
Každá je tvořena jedním těžkým klatrinovým řetězcem (CHC – clathrin heavy chain), jak je 
vidět na Obrázek 2, a na každém CHC blíže uzlu je pevně připojen lehký klatrinový řetězec 
(CLC – clathrin light chain). Triskelion není planární molekula. Má spíše tvar obrácené misky. 
Téměř po celé délce „noh“ klatrinu je přítomno zakřivení. Pro sestavení klece je nutná 
flexibilita jednotlivých molekul klatrinu. Při sestavování klece spolu nohy klatrinových 
podjednotek antiparalelně interagují. Struktury z triskelionů vznikají i v in vitro podmínkách 
za nepřítomnosti dalších proteinů (Kirchhausen, 2000). In vivo se na tvorbě klatrinového obalu 
podílí další proteiny, protože sám není schopen se vázat přímo na fosfolipidy PM. Kontakt 
zprostředkovávají adaptorové proteiny (Paez Valencia et al., 2016). Ty obsahují specifické AA 
sekvence, tzv. „klatrinové boxy“ (LXD/E – kde  zastupuje hydrofobní AA zbytek), které 
váží terminální doménu CHC. Klatrinový obal je tedy přibližně ve vzdálenosti 200 Å od PM 
a mezičlánky jsou adaptorové proteiny (Kirchhausen, 2000). 
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At kóduje dva různé CHC (CHC1 a CHC2) a tři CLC (CLC1 až CLC3) geny (Wang et al., 
2013a). Díky chc knock-outům v At bylo prokázáno, že CME je nezbytným procesem pro vývoj 
a růst rostliny (Chen et al., 2011).  
CHC1 a 2 jsou na úrovni aminokyselinové sekvence z 90 % identické a funkčně se překrývají. 
Přesto ale linie mutantní v genech pro chc1 a chc2 mají různé fenotypy. Mutantní linie chc2 má 
fenotypové projevy již ve fázi embrya, kdežto rostlina chc1 má normální fenotyp (Paez 
Valencia et al., 2016). Rostliny mutantní v genech pro chc1, chc2 a has1 (což je nová alela pro 
chc1 u At) jsou odolnější než wild type vůči stresu způsobeným nedostatkem vody (Larson et 
al., 2017).  
CLC 1-3 jsou v AA sekvenci přibližně z 55 % identické. U živočichů a kvasinek CLC stabilizují 
a podporují sestavení tří CHC do triskelionu (Ybe et al., 2007). Podporují také polymerizaci 
klatrinu během tvorby CCV díky konformační změně, kterou CLC navozují v CHC (Wilbur et 
al., 2010). Proto se předpokládá, že role CLC bude důležitá a mnohotvárná i u rostlin. 
V rostlinné buňce CLC regulují asociaci CHC na membránu. U clc2 a clc3 mutantní linie 
dochází méně často k pohlcování proteinů z PM. Přesný způsob, jakým CLC působí na CHC 
a na četnost vazby CHC na PM, bude potřeba ještě experimentálně přesněji popsat (Wang et 
al., 2013a).  
Po odštěpení váčku od membrány dochází k depolymerizaci klatrinového obalu. U živočišných 
buněk rozebírání obalu zajišťuje ATPáza HSC70 za přítomnosti kofaktoru auxilinu. Rozvolňují 
klatrinovou klec, ze které se zpět do cytosolu uvolňují jednotlivá triskelia. Mohou tak být opět 
recyklována pro tvorbu dalšího váčku. Tímto se odkryje membrána váčku se  SNARE proteiny 
(soluble NSF attachment protein receptor), díky kterým může váček putovat k cílovému 
kompartmentu a splynout s ním (McMahon and Boucrot, 2011). 
Přesný proces rozebrání obalu po odštěpení váčku u rostlin není popsán. Bylo objeveno několik 
proteinů, které obsahují domény jako má živočišný auxilin – AUXILIN-LIKE 1 a 2 (AL1, 
AL2). Obsahují C-terminální doménu DNAJ. O AL1 se již dříve předpokládalo, že se podílí na 
rozebírání klatrinového obalu (Lam et al., 2001). Studie posledních let ale neprokázaly, že by 
tomu tak s jistotou muselo být. Při overexpresi AL1 a AL2 dochází k inhibici endocytózy už ve 




Obrázek 2 – (A) Klatrinový triskelion – pohled shora (B) Složení triskelionů do tzv. „D6 barelu“ – 
nejjednodušší a nejmenší klatrinová „klec“ – modře je vyznačena jedna molekula triskelionu 
(C) Pohled z boku na triskelion 
Upraveno dle (Kirchhausen et al., 2014) 
 
2.2.3. Dynamin a DRPs 
Dynamin byl objeven v roce 1989 (Shpetner and Vallee, 1989). Podílí se na endocytóze 
v živočišné buňce (Antonny et al., 2016). Jsou to velké GTPázy, které mají nízkou afinitu 
k nukleotidům a zároveň jejich GTPázová aktivita je vysoká. Umí tvořit polymery ve tvaru 
prstence (Hinshaw and Schmid, 1995) či spirálovité struktury (Antonny et al., 2016; Sweitzer 
and Hinshaw, 1998). Nejlépe popsaný je živočišný dynamin 1, který polymerizuje do podoby 
kruhové/spirálovité struktury okolo krčku zrajícího váčku a díky změně konformace navozené 
hydrolýzou GTP (guanosin trifosfátu – guanosine triphosphate) ho zaškrtí. Tím se váček uvolní 
do cytosolu (Sweitzer and Hinshaw, 1998). Dynamin má 5 domén – GTPázovou doménu 
(Niemann et al., 2001), střední doménu, efektorovou doménu GED (GTPase effector domain), 
plekstrin homologní doménu (PH – pleckstrin homology domain) a doménu bohatou na prolin 
(PRD – proline rich domain). Tyto domény dle svých vlastností slouží pro specifické funkce 
(Praefcke and McMahon, 2004). Dynaminy jsou rekrutovány na membránu pomocí interakcí 
s membránovými lipidy a proteiny pomocí PRD a PH domény (Taylor, 2011). PH doména se 
umí vázat na fosfolipidy a PIP2, který je specifický pro PM (Mayinger, 2012). PRD interaguje 
s SH3 doménou proteinů (Fujimoto and Tsutsumi, 2014).  
V rostlinné buňce sice není dynamin 1, ale zastupují ho DRPs (Antonny et al., 2016). V rostlině 
DRPs hrají roli v mnoha důležitých buněčných procesech jako je endocytóza, buněčné dělení, 
štěpení a fúze mitochondrií, vakuolární třídění a biogeneze peroxizomů (Fujimoto and Ueda, 
2012). Suchozemské rostliny obsahují celkem šest typů DRPs. Z toho 2 se podílejí na 
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endocytóze a zároveň se podílejí i na procesech spojených s tvorbou buněčné desky během 
buněčného dělení (Fujimoto and Ueda, 2012). Jedním z typů podílejících se na CME je typ 
DRP2, který má stejné složení domén jako dynamin. Druhým je typ DRP1 (původně známý 
jako fragmoplastin) se složením specifickým pro rostliny. DRP1 postrádá PRD a PH doménu 
(Hong et al., 2003), ale zato je jeho GTPázová podjednotka podobnější (62 %) GTPázové 
podjednotce dynaminu 1 než je podobnost (29  %) dynaminu 1 s DRP2 (Fujimoto and Tsutsumi, 
2014). I přes nepřítomnost PH domény studie ukázaly, že se DRP1 umí vázat na 
fosfatidylinositoly (PtdIns3P, PtdIns4P, PtdIns5P) a na fosfatidylserin (Bednarek and Backues, 
2010). Linie mutantní v genu pro drp1a měla narušenou endocytózu markeru FM4-64, což 
svědčí o roli DRP1A během CME (Collings et al., 2008).  
DRP2A a DRP2B jsou exprimovány všude v rostlině a ve větší míře v kořenovém apikálním 
meristému a v oblasti svazků žilnatiny. Fungují koordinovaně a jejich funkce se také nejspíše 
překrývají. Hrají roli v post-Golgi transportu, kde je jejich funkce závislá na správné 
polymerizaci cytoskeletu (Huang et al., 2015). Mimo jiné hrají roli během endocytických dějů 
(Taylor, 2011).  
DRPs interagují i s dalšími proteiny, například DRP1 váže VAN3, který obsahuje BAR 
doménu. Tato doména umí rozpoznat a způsobovat zakřivení membrány (Fujimoto and 
Tsutsumi, 2014). DRP2B a DRP1A se spolu pravděpodobně vážou do komplexu (viz Obrázek 
3). Společně jsou lokalizovány na PM, v místě vznikajícího CCV. Data svědčí o tom, že se 
podílejí na CME v rostlinách. Na membráně se tento komplex skládá již během maturace 
pučícího váčku a rozpadá se ve chvíli odštěpení váčku (viz Obrázek 3; Fujimoto et al., 2010). 
Pokud je to tak, že se spolu DRP1 a DRP2 komplementárně podílejí na společné funkci, jednalo 
by se o unikátní mechanismus endocytózy (Fujimoto and Ueda, 2012). 
Obecně je dynamin a DRPs na základě výše zmíněných poznatků přijímán jako protein, který 
zprostředkovává odštěpení váčku. Přesto však prozatím nejsou zcela jasné detaily procesu 
zaškrcení, jako například jak přesně je energie získaná z hydrolýzy GTP využívána. Prozatím 
existují pouze modely, jak dynamin působí konstrikci membrán a její štěpení (Antonny et al., 
2016). V každém z nich však prozatím zůstávají otazníky a mechanismus zaškrcení je nadále 
předmětem diskuse. U rostlin navíc vyvstávají další otázky, jak přesně DRP1 a DRP2 
heterokomplex zajišťuje odštěpení CCV a jaké další proteiny tuto událost během CME 




Obrázek 3 – Schéma tvorby CCV za přítomnosti DRP1-DRP2 komplexu 
Převzato z (Fujimoto et al., 2010) 
 
2.2.4. Cytoskelet 
Na zakřivování membrány během tvorby CCV se v kvasinkách a živočišných buňkách podílí 
také aktinový cytoskelet. U živočichů je to zejména v pozdějších fázích tvorby CCV. Okolo 
okrajů tvořícího se CCV aktin polymerizuje do větvené sítě aktinových filament. Klíčovými 
proteiny pro regulaci tvorby větvených aktinových filament jsou proteiny z rodiny WASP. Ty 
rekrutují a aktivují ARP2/3 komplexy, které umožňují nukleaci větvených aktinových filament. 
Procesu polymerizace aktinu se účastní i další proteiny, které se vážou na klatrin, na aktin a na 
PIP2 nacházející se v PM. Kromě hlavního zdroje síly pro zakřivení membrány – polymerizace 
filament – se pravděpodobně na vytváření síly pro vyklenutí membrány podílí i myozin 
(Kaksonen and Roux, 2018). 
U rostliny se o takovéto spojitosti mezi aktinovým cytoskeletem a CME ví velmi málo (Chen 
et al., 2011). Prozatím je známo jen několik vodítek, které naznačují takovouto spojitost. Jednak 
stabilizace dynamiky aktinu vede k inhibici endocytózy (Dhonukshe et al., 2008). Například 
ROP2 GTPáza vyvolává nahloučení F-aktinu v určitém místě rostlinné buňky, což zabrání 
internalizaci PIN1 transportéru (Nagawa et al., 2012). Podobně i SPIKE1, který aktivuje ROP6-
RIC1 dráhu v meristematických buňkách kořene, stabilizuje touto cestou aktinová filamenta 
a to údajně vede k narušení internalizace PIN2 (Chen et al., 2012; Lin et al., 2012). Dalším 
vodítkem je doplňkový adaptorový protein SH3P1, který váže aktin (Lam et al., 2001). Při 
overexpresi jiného doplňkového adaptorového proteinu EHD dochází zase k narušení 
dynamiky aktinového cytoskeletu (Bar et al., 2009). Je tedy otázkou, zda se na CME podílejí 
aktinový cytoskelet a ARP2/3 komplex i u rostlin. V současnosti je tato problematika 
studována, mj. na naší katedře. 
Vliv mikrotubulů na CME je bohužel ještě méně jasný (Chen et al., 2011).  
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2.3. Regulace CME 
2.3.1. Malé GTPázy 
Malé GTPázy jsou proteiny, které mají schopnost hydrolyzovat GTP na GDP (guanosindifosfát 
– guanosine diphosphate). Mají široké uplatnění v regulaci mnoha procesů v buňce, včetně 
endosomálního transportu váčků. Obecně malé GTPázy fungují jako spínače, které mají dvě 
formy. Aktivní forma s navázaným GTP způsobí konformační změnu GTPázy, a tím její 
přichycení na specifickou membránu. Na membráně příslušného kompartmentu buňky 
následně aktivuje další proteiny – efektory. V inaktivní formu se mění poté, co dojde 
k hydrolýze GTP na GDP. Mezi těmito dvěma stavy cykluje díky svým regulátorům. Jedním 
typem regulátorů jsou guanin výměnné faktory (GEF – guanine exchange factor), které 
pomáhají uvolnit GDP a tím umožní navázání cytosolického GTP (Yorimitsu et al., 2014). 
Druhým regulátorem jsou proteiny aktivující GTPázu (GAPs – GTPase-activating proteins), 
které vyvolávají GTPázovou aktivitu GTPázy. Dojde k hydrolýze GTP a GTPáza se inaktivuje 
a disociuje od membrány. 
Do rodiny malých G proteinů podobných Ras proteinům patří pět podskupin, ze kterých jsou 
v rostlině přítomny pouze čtyři – Arf, Rho, Rab a Ran (Molendijk et al., 2004). U Arf, Rho 
a Rab byla zjištěna potenciální účast na endocytických procesech u rostlinné buňky. 
 
2.3.1.1. ARF 
ADP-ribosylační faktory (ARF – ADP-ribosylation factor) jsou malé proteiny, které vážou 
GTP. Na svém N-terminálním konci obsahují myristoylovou kotvu. Ta pevně váže aktivní ARF 
(s navázaným GTP) na membránu jeho cílového působení (Nielsen et al., 2006). Na membráně 
se ARF potkává se svými efektory a regulátory. Inaktivní forma s GDP je většinou cytosolická, 
někdy slabě vázaná na membránu (Donaldson and Jackson, 2000). ARF regulují tvorbu váčků, 
tvorbu struktur organel a vývoj mnohobuněčných rostliny (Yorimitsu et al., 2014). 
U živočichů se ARF GTPázy dělí do tří tříd (I.-III.). U živočichů v procesech spojených s PM, 
včetně CME, působí Arf6, který patří do III. třídy (Donaldson and Jackson, 2000). Rostliny 
druhou a třetí třídu postrádají, z té první jim také schází protějšek Arf2 GTPázy. Zato obsahují 
rostlině specifické ARFA a ARFB (a možná ještě další), jejichž role prozatím zůstává 
neobjasněna (Singh and Jürgens, 2018). Přestože lokalizace ARFB je na PM, nelze z toho 
vyvozovat jeho roli v endocytickém transportu (Yorimitsu et al., 2014).  
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2.3.1.1.1. ARF-GEFs  
ARF-GEF jsou regulátorem pro ARF GTPázy (Naramoto et al., 2010). Obsahují SEC7 doménu, 
která katalyzuje výměnu GDP za GTP. Při aplikaci houbového toxinu Brefeldinu A (BFA) na 
rostlinnou buňku dojde k blokaci výměny GDP za GTP u ARF GTPáz. BFA se totiž připojí do 
místa katalytického působení na SEC7 doméně ARF-GEF proteinu (Singh and Jürgens, 2018). 
BFA se tak často používá při studiu endosomálního transportu, protože aplikace zamezuje 
sekretorický transport váčků a v menší míře způsobuje i pokles počtu endocytovaných váčků. 
Tím u rostlin dojde k akumulaci váčků do takzvaných BFA kompartmentů (Naramoto et al., 
2010). 
At kóduje tři ARF-GEF skupiny GBF– GNOM, GNL1 (GNOM-LIKE 1), GNL2 –a pět dalších, 
náležících do skupiny BIG1 – BIG1-5. Pouze některé z nich jsou citlivé na BFA (Naramoto et 
al., 2014). At nekóduje ale ani malé ani střední ARF-GEF, kam patří i ARF-GEF EFA6 
regulující Arf6, který se podílí na endocytóze u živočichů (Singh and Jürgens, 2018). 
Nejprostudovanějším rostlinným ARF-GEF je GNOM. Je důležitým proteinem pro správný 
vývoj rostliny a pro veškeré procesy, které vyžadují správný transport auxinu. Podílí se totiž na 
recyklaci PIN auxinových transportérů z TGN na PM. (Naramoto et al., 2014)  
Při aplikaci BFA asociují ARF-GEF proteiny s membránami, kde za normálních okolností 
katalyzují výměnu GDP za GTP na ARF-GTPázách. Avšak blokovány BFA tuto výměnu 
neumožní. To dovoluje pozorovat místo jejich působení. GNOM je převážně lokalizován na 
Golgiho aparátu a v menší míře i na PM (Naramoto et al., 2010, 2014).  
 
2.3.1.1.2. ARF-GAPs 
Proteiny aktivující ARF-GTPázu stimulují hydrolýzu GTP připojeného na ARF GTPáze a tím 
navracejí ARF do inaktivního stavu. Jsou tedy také jejím regulátorem. Jsou protihráčem GEF 
a spolu způsobují cyklické fungování ARF GTPáz (Naramoto et al., 2010). 
V At je znám ARF-GAP VASCULAR NETWORK DEFECTIVE 3 [VAN3; známý také jako 
AGD3 (ARF-GAP domain protein) či SCARFACE (SFC)], který je zásadní pro správnou 
tvorbu vodivých pletiv. Váže se na fosfatidylinositol 4-fosfát (PI4P – phosphatidylinositol 4-
phosphate) (Singh and Jürgens, 2018). VAN3 je důležitým proteinem při endocytóze, včetně 
internalizace PIN auxinových transportérů (Yorimitsu et al., 2014). 
 
VAN3 spolu s GNOM hrají důležitou roli ve vývoji rostliny (Singh and Jürgens, 2018). VAN3 
a GNOM asociují s PM, kde se místa jejich výskytu částečně překrývají. To by naznačovalo, 
že jejich fungování je ve vzájemném vztahu. Zároveň jsou spolu přítomny i v místech, kam je 
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rekrutován klatrin a pravidelně zde dochází ke tvorbě klatrinem pokrytých prohlubní (CCPs – 
clathrin coated pits). To vše by napovídalo tomu, že hrají roli v procesech spojených s CME. 
Přestože je to asi primárně GNOM, který je vyžadován pro CME, částečně umí jeho funkci 
přebrat GNL1. Avšak prozatím je velmi málo dostupných informací o tom, jak se ARF GTPázy, 
jejich regulátory a efektory podílí na CME. (Naramoto et al., 2010) 
 
2.3.1.2. Rab 
Malé G proteiny Rab se podílejí na správném transportu endosomálních váčků v buňce. Spolu 
se SNARE proteiny se podílejí na rozpoznání cílového kompartmentu pro váček a splynutí 
s ním (Uemura and Ueda, 2014). Díky tomu zůstává zachováno specifické složení jednotlivých 
kompartmentů v buňce.  
V živočišné buňce se na CCV a EE nalézá Rab5. Podílí se na CME a fúzi endocytovaných 
váčků s EE (Rodman and Wandinger-Ness, 2000). Přestože Rab5 proteiny jsou napříč 
eukaryoty konzervované, u rostlin najdeme i rostlině specifickou Rab5 GTPázu ARA6 (známou 
také jako RABF1) (Ueda et al., 2001). ARA6 reguluje v rostlinné buňce více procesů (Uemura 
and Ueda, 2014). Za normálních okolností se ARA6 nachází na endosomech, ale příležitostně 
se rychle přemístí na PM. Na PM sdílí umístění se SYP121 a VAMP727, což jsou SNARE 
proteiny. ARA6 by se tedy mohl podílet na tvorbě SNARE komplexu na PM. V místech 
výskytu ARA6 na PM se zdá být klatrin vyloučen (Ebine et al., 2011). Prozatím se toho však 
o přesném fungování ARA6 na PM, jeho efektorech a případně nákladu, na jehož endocytóze 
se podílí, mnoho neví. S jistotou se však podílí na odpovědi buňky na vysoký obsah soli 
v prostředí – při zvýšené expresi genu ARA6 dojde i ke zvýšené rezistenci k solnému stresu 
(Ebine et al., 2011). 
 
2.3.1.3. ROP 
Rostlinné malé GTPázy příbuzné Rho, zkráceně nazývané ROP (Rho-like GTPase of plants) 
jsou také molekuly fungující jako buněčné spínače aktivované dle navázaného GTP či GDP 
(stejně jako Arf a Rab). V rostlinné buňce je celkem 11 členů této rodiny proteinů (ROP1-11) 
a podílejí se na regulaci mnoha buněčných procesů včetně endocytózy (Han et al., 2018). ROP6 
GTPáza z této rodiny byla popsána jako regulátor endocytózy. Je lokalizována na PM, kde 
interaguje se svým downstream efektorem RIC1 a společně zabraňují vzniku CCV. Inhibují tak 
internalizaci PIN1 a PIN2 (Lin et al., 2012) auxinových transportérů, čímž ovlivňují auxinem 
zprostředkovanou odpověď na stimulaci gravitací a také tím mají vliv na vzorování žilnatiny 
listů (Chen et al., 2012). ROP6 je regulován GEF proteinem SPIKE1 (Basu et al., 2008), ale 
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také auxinem (Chen et al., 2012), asociací s lipidovými rafty obsahujícími lipidy s S-acylací 
cysteinu (Sorek et al., 2010), světlem a také fosfatidylglycerolem (Han et al., 2018).  
Další GTPázou, která má vliv na CME, je ROP2. Může být aktivována auxinem. ROP2 inhibuje 
endocytózu PIN1 transportéru aktivací svého efektoru RIC4. Ten navodí nahloučení 




Auxin podléhá směrovanému toku podle umístění transportérů, které cyklují mezi 
endosomálními kompartmenty a PM díky internalizaci pomocí CME a zpětné recyklaci 
z endosomů na PM. Patří mezi ně i PIN přenašeče, které zajišťují export auxinu z buňky. 
Signalizace auxinem inhibuje internalizaci PIN1, PIN2 a dalších proteinů, a tím se zvýší počet 
PIN transportérů na PM (Paciorek et al., 2005; Pan et al., 2009). Auxin tak může regulovat svůj 
tok rostlinou. Tomu nasvědčuje i změna toku auxinu kořenem během odpovědi na gravitaci. 
Tato odpověď je doprovázena inhibicí endocytózy v buňkách kořene, ve kterých se zvýšil 
auxinový tok (Paciorek et al., 2005; Pan et al., 2009). Jedním z receptorů auxinu je ABP1 
(AUXIN-BINDING PROTEIN1) (Sauer and Kleine-Vehn, 2011), který funguje jako pozitivní 
regulátor endocytózy. Zdá se, že ve chvíli, kdy se na něj naváže auxin, je jeho aktivita 
blokována. To vede k inhibici endocytózy, aniž by pro signalizaci auxinem byla nutná 
transkripce (Robert et al., 2010). Auxin také v buňce ovlivňuje asociaci CHC a CLC s PM, 
čímž zasahuje do tvorby CCV (Wang et al., 2013a).  
Brassinosteroidy (BRs) jsou endogenní rostlinné hormony, které jsou nezbytné pro správný růst 
a vývoj rostliny (Clouse, 2015). BRs jsou registrovány pomocí receptorů BRI1, které cyklují 
mezi PM a TGN nezávisle na vazbě s BR. Pro internalizaci BRI1 buňka hojně využívá CME 
(Martins et al., 2015), ale v posledních letech se objevují i poznatky o využití CIE k pohlcení 
BRI1 (Wang et al., 2015). BRI1 je často endocytováno a směrováno k degradaci, když po 
navázání BR heterodimerizuje s BAK1 (BRI1-ASSOCIATED KINASE 1) (Wu et al., 2011). 
Stejně tak ubikvitinace receptoru BRI1 vede k jeho pohlcení a degradaci ve vakuole (Martins 
et al., 2015).  
Cytokinin a auxin vzájemně koordinují své aktivity (Marhavý et al., 2014). Jedním 
z mechanismů přispívajících k této koordinaci je, že cytokinin reguluje recyklaci 
endocytovaných PIN1 přenašečů tak, že je směřuje k degradaci ve vakuole. Tím reguluje 
množství PIN1 přenašečů na PM, a nakonec i tok auxinu (Marhavý et al., 2011). Cytokinin 
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podporuje tento pokles přítomnosti PIN1 na PM v určitých polárních oblastech buňky, a tím 
dovede přeorganizovat směr auxinového toku v rostlině (Marhavý et al., 2014).  
Kyselina salicylová (SA – salicylic acid) zprostředkovává obranné odpovědi rostliny na 
napadení patogenem (An and Mou, 2011). Podílí se však i na regulaci internalizace proteinů 
PM. SA inhibuje endocytózu, a to pravděpodobně zabráněním klatrinu v asociaci s PM. Tato 
regulace probíhá nezávisle na transkripci a komponenty této SA signální dráhy jsou doposud 
neznámé (Du et al., 2013).  
Strigolakton (SL – strigolactone) je dalším hormonem, který v rostlině působí změny 
v endocytických dějích – způsobuje rychlé odčerpání PIN1 transportérů z PM pomocí CME 
(Shinohara et al., 2013). Způsobuje také zvýšenou polarizaci PIN2 přenašečů na PM a také 
jejich častější internalizaci. SL též ovlivňuje dynamiku F-aktinu, který je potřebný pro správné 
ustanovení polarity PIN přenašečů (Nagawa et al., 2012; Pandya‐Kumar et al., 2014).  
Kyselina abscisová navozuje selektivní endocytózu KAT1 (transportéru pro draslík), který 
může být zpětně recyklován na PM. Studie naznačuje, že KAT1 transportér je pohlcen do 
speciálních, doposud nepopsaných endosomálních kompartmentů (Sutter et al., 2007). KAT1 
se na PM vyskytuje v rámci mikrodomén (Reuff et al., 2010). V případě KAT1 není doposud 
jasné, zda se opravdu jedná o CME. Je možné, že buňka pro internalizaci transportéru KAT1 
využívá některé CIE cesty. 
 
2.3.3. Složení membrány 
Celkové složení membrány má vliv nejen na její stabilitu, ale i procesy, které na membráně 
probíhají. Kupříkladu lipidové složení membrány působí na transmembránové proteiny a jejich 
funkci (Bogdanov et al., 2014). Fosfatidylinositoly (PIs – phosphatidylinositols) jsou rodinou 
lipidů, které se kromě dalších rolí podílí i na regulaci vezikulárního transportu. V membránách 
tvoří pouze minoritní složku, ale jejich specifické a stabilní rozmístění v rámci kompartmentů 
(Simon et al., 2013) slouží pro řízení vezikulárního transportu na dané organele. Jedním z PI je 
PI(4,5)P2, který je umístěn převážně na PM. Na CME se PIP2 podílí přímou vazbou AP-2, 
AP180 a dalších adaptorových proteinů (Mayinger, 2012). Hladina PIP2 v PM také přímo 
ovlivňuje míru vazby klatrinu na PM (Chen et al., 2011; Zhao et al., 2010). Při snížené 
přítomnosti PIP2 v PM dochází ke změně vazby klatrinu na PM – tvoří větší okrsky. Ve fázi 
odštěpování váčku dojde pravděpodobně k narušení jeho tvorby, a tak dojde ke splynutí vícero 
menších oblastí, kde se CCV tvoří, protože pučící váčky se nemohou odloučit od PM. To by 
nasvědčovalo, že u rostlin je stejně jako u živočichů k odštěpení váčku potřeba PIP2 (Ischebeck 
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et al., 2013; Lemmon and Ferguson, 2000). Veškeré poznatky tedy nasvědčují tomu, že PIP2 
slouží jako platforma rekrutující velkou část molekulárního aparátu CME (Chen et al., 2011). 
Dalším PI je PI4P (fosfatidylinositol-4-fosfát), který se podílí na finální fázi CME ve špičce 
rostoucích pylových láček (Zhao et al., 2010).  
Steroly jsou důležitou složkou membrány, která ovlivňuje její fluiditu a také reguluje CME. 
Jsou běžnou složkou mikrodomén (Chen et al., 2011). Prozatím nebyla přesně definována role 
sterolů v CME u rostlin. Mají však pravděpodobně klíčovou roli v regulaci endocytózy PIN1, 
PIN2 (Men et al., 2008) a některých dalších proteinů (Pan et al., 2009). Správnou kompozici 
sterolů v PM pro své fungování vyžadují proteiny DRP1A, DRP1C a CLC (Konopka and 
Bednarek, 2008).  
 
2.3.4. Ubikvitinace  
2.3.4.1. Ubikvitin a jeho funkce 
Ubikvitin je vysoce konzervovaný protein, který se nachází ve všech eukaryotických buňkách 
(Pickart and Eddins, 2004). Kovalentně se může vázat na proteiny, čemuž se říká ubikvitinace. 
Je to jednou z nejběžnějších post-transkripčních modifikací proteinů, která zprostředkovává 
mnohé interakce mezi proteiny. Tato modifikace hraje důležitou roli v buněčných procesech 
(Scheuring et al., 2012).  
Ubikvitinace je sled tří po sobě jdoucích kroků, které provádí tři enzymy (E1-3). Reakce se 
může opakovat a dát vznik polyubikvitinovému řetězci. Mohou následovat dva scénáře. Pomocí 
deubikvitináz (DUBs – deubiquitinases) mohou být jednotky ubikvitinu od proteinu odpojeny 
nebo může být cílový protein [většinou s polyubikvitinovým řetězcem na Lys48 (Pickart, 
1997)] naštípán v 26S proteasomu (Vierstra, 2009). Ukázalo se však, že 
(multi)monoubikvitinace nebo polyubikvitinový řetězec na lyzinu 63 (K63) vedou k procesům 
nezávislým na proteasomu a hrají důležitou roli při endocytóze (Mukhopadhyay and Riezman, 
2007). 
 
2.3.4.2. Ubikvitinem zprostředkovaná endocytóza 
V rostlinné buňce jsou (multi)monoubikvitinace (Barberon et al., 2011; Roberts et al., 2011) 
a/nebo polyubikvitinový řetězec na K63 (Martins et al., 2015) dostatečným signálem pro 
internalizaci proteinů cestou CME a/nebo pro jejich endosomální třídění (viz Obrázek 4; 
Dubeaux and Vert, 2017; Scheuring et al., 2012), není to však vždy nutností. U některých 
membránových proteinů ubikvitinace podněcuje endosomální třídění pomocí ESCRT 
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komplexu (ESCRT – endosomal sorting complex required for transport) a jejich degradaci ve 
vakuole (Kasai et al., 2011). Pro více podrobností o endosomálním třídění a ESCRT mašinerii 
doporučuji souhrnnou práci, která se této problematice věnuje více do hloubky (Nagel et al., 
2017).  
 
2.3.5. Další regulace CME 
Mezi další možné regulace CME patří gravitace (Kleine-Vehn et al., 2010) a nízká teplota, která 
působí sníženou expresi CHC1 a CHC2 genů (Zeng et al., 2013). Dále osmotický stres, který 
má vliv na rovnováhu mezi endocytózou a exocytózou. V hyperosmotickém prostředí dochází 
ke zvýšení CME a poklesu exocytózy, kdežto v hypoosmotickém prostředí je efekt opačný 
(Zwiewka et al., 2015). 
 
 
Obrázek 4 – Osudy pohlcených membránových proteinů. Po internalizaci splývají s EE, kde dojde 
k jejich třídění. Některé proteiny jsou recyklovány zpět na PM. Proteiny, které byly 
monoubikvitinovány, jsou dále rozpoznány ESCRT komplexem a směrovány do intraluminálních 
váčků (ILVs – intraluminal vesicles) a případně dále transportovány do vakuoly k degradaci. CME 
může být inhibována TyrA23/overexpresí HUB (což je linie At s dominantně negativními CHC1) 
Upraveno dle (Fan et al., 2015) 
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3. Endocytóza nezávislá na klatrinu 
3.1. Fluid-phase endocytóza 
Jednou z CIE u rostlin je takzvaná fluid-phase endocytóza (FPE). Nejčastěji se vyskytuje 
u buněk se zásobní funkcí. Asimiláty – například glukózu – přijímá buňka za nižších 
koncentrací pomocí přenašečů v plazmatické membráně a v cytosolu jsou cukry dále 
metabolizovány. Při vzrůstu koncentrace glukózy v extracelulárním prostředí dochází ke 
stimulaci fluid-phase endocytózy, která způsobí nespecifické pohlcení nadbytečných asimilátů 
do endocytického váčku, který se odštěpí od plazmatické membrány a přes TGN přesune svůj 
obsah do vakuoly, která slouží pro skladování zásobních látek (Etxeberria et al., 2013). 
Endocytované váčky jsou poměrně velké, o průměru 1-7 m (Etxeberria et al., 2009). 
Molekulární aparát FPE prozatím nebyl identifikován a popsán, avšak s velkou 
pravděpodobností jde o fyziologicky důležitý mechanismus pro příjem živin v rostlinné buňce 
(Bandmann and Homann, 2012). Nedávno bylo popsáno, že nízká extracelulární koncentrace 
vápníku (Ca2+) měla vliv na kořenové buňky v At. Způsobuje nárůst nespecifické FPE, kterou 
doprovázela i razantní změna v kompozici lipidů PM. Následně pohlcený materiál putuje 
konzervovanou endocytickou drahou přes TGN a další buněčné kompartmenty až do vakuoly. 
Vápník je tedy důležitý pro stabilizaci PM a pro selektivitu kořenů. Při snížené koncentraci 
vápníku v půdě se také rostliny stávají náchylnější vůči různým stresům. Bylo by však ještě 
potřeba provést studie, které by potvrdily spojitost mezi těmito dvěma vlivy vápníku (Zhang et 
al., 2018). 
 
3.2. Endocytóza spojená s membránovými mikrodoménami 
Plazmatická membrána je struktura, která obklopuje celou buňku. Je důležitou složkou pro 
komunikaci s okolím buňky. Její složení je neuniformní a dynamické jak díky její fluiditě, tak 
i díky mechanismům, které regulují její lipidické a proteinové složení. Na povrchu buňky se 
proto mohou tvořit různé oblasti lišící se svým složením, strukturou a funkcí od svého okolí – 
dnes známé pod názvem mikrodomény (Jarsch et al., 2014). Membránové mikrodomény jsou 
obohacené o steroly a sfingolipidy (viz Obrázek 5). V těchto oblastech byly pozorovány dva 
proteiny, které asociují s mikrodoménami – flotilin 1 (Li et al., 2012) a remorin (Raffaele et al., 
2009). U flotilinu byl zaznamenán podíl na CIE (Fan et al., 2015). V membráně navíc často 
dochází ke shlukování proteinů do klastrů, které pak mohou být asociovány se specifickými 
funkcemi a vlastnostmi (Hartman and Groves, 2011). Dimerizace či oligomerizace ovlivňuje 
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funkci některých proteinů. Některé proteiny také vyžadují pro své správné fungování specifické 
složení membrány ve svém okolí (Martens et al., 2004). Je tomu tak například u molekul 
receptoru amoniaku (AMT1), které při vysokých koncentracích extracelulárního amoniaku 
klastrují do mikrodomén a podléhají internalizaci, aby nedošlo k otravě buňky amoniakem 
(Wang et al., 2013b). Pro popis dalších proteinů účastnících se CIE a pro detailnější popis 
celého děje jsou ale nutné ještě další studie.  
 
 
Obrázek 5 – Klastrování proteinů a jejich pohlcení buňkou pomocí CIE. 
Upraveno dle (Fan et al., 2015) 
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4. Závěr 
Výsledky studií ukazují, že endocytóza je pro rostliny důležitým procesem, díky kterému 
mohou pohlcovat membránové lipidy a proteiny, a tím regulovat složení PM. To dovoluje 
rostlině reagovat na signály z prostředí. Také je to cesta pro příjem živin a extracelulárních 
látek. U živočišných buněk jsou tyto procesy již značně probádané, bylo popsáno více než 50 
proteinů a lipidů, které se podílejí jen na nejprobádanějším typu endocytózy, a to CME. Zato 
porozumění rostlinné endocytóze, jejím typům a jejich dílčím krokům stále zaostává. Také 
u rostlin je nejprobádanějším typem endocytózy CME, a přestože v jejím studiu byly za 
poslední roky byly udělány velké posuny, stále visí ve vzduchu mnoho otazníků.  
Ve své práci jsem se pokusila tyto doposud nasbírané poznatky shrnout a nastínit, jaká jsou 
v těchto endocytických procesech rostlinná specifika – jako například TPC, který je 
adaptorovým proteinovým komplexem. Má důležitou roli v rané fázi CME a byl objevený 
a studovaný během posledních několika let. Zůstává však stále otázkou, jak je celý proces CME 
v rostlinách regulován. Je nutné identifikovat další účastníky (např. které proteiny rozebírají 
klatrinový obal), a naopak objasnit funkci některých rostlině specifických proteinů (např. 
ARFB), aby se lépe porozumělo CME.  
Závěrečnou část práce jsem věnovala typům CIE v rostlinné buňce, což je celé velké 
neprobádané pole vzhledem ke kusým informacím, které o CIE, její regulaci a podílejících se 
proteinech máme.  
Vzhledem k významu rostlin pro lidstvo je důležité se věnovat a porozumět rostlinným 




5.1. Další obalené váčky v rostlinné buňce 
Pro úplnost v krátkosti popíši postupy tvorby dalších typů obalených váčků COPI a COPII, 
které se ale nepodílejí na endocytóze. Účastní se však endosomálního transportu, proto považuji 
za důležité je zmínit. COPI a COPII váčky se tvoří na endosomálních kompartmentech, ne však 
na PM, jak je tomu u CME. Umožňují raný sekreční transport nákladu mezi endoplasmatickým 
retikulem (ER – endoplasmatic reticulum) a Golgiho aparátem či v rámci něho. Jejich obal není 
tvořen klatrinem a na jejich tvorbě se podílí jiný molekulární aparát. 
 
5.1.1. COPI váčky 
COPI (coat protein complex I – obalový proteinový komplex I) váčky mají na starosti 
retrográdní transport proteinů z Golgiho aparátu do ER a také transport v rámci Golgiho 
aparátu. COPI je heptamerickým komplexem. Jeho 7 podjednotek se en bloc připojuje na 
membránu Golgiho aparátu, kam jsou rekrutovány pomocí Arf1 GTPázy. V tom místě pak 
vzniká COPI váček. COPI komplex je stěžejní pro udržování specifického proteinového složení 
daného prostoru organely, údržbu Golgiho aparátu a pro buněčný růst (Ahn et al., 2015).  
 
5.1.2. COPII váčky 
COPII (coat protein complex II) váčky zprostředkovávají anterográdní transport váčku z ER do 
Golgiho aparátu. Jedná se o raně sekretorickou dráhu. Pro vznik COPII váčku je zapotřebí 
minimálně několika cytosolických proteinů a Sec12. Protein Sec12 je GEF, který je přítomen 
v membráně ER, kde (i) aktivuje GTPázu Sar1 (Secretion-associated Ras-related protein 1). 
Výměnou GDP za GTP se Sar1 aktivuje a připojí na membránu ER. Následně (ii) rekrutuje 
z cytosolické strany membrány Sec23-24, proteiny vnitřní části obalu. Začne docházet k výběru 
nákladu pro pučící váček. Následuje (iii) připojení Sec13-31 komplexu, který tvoří vnější vrstvu 
obalu vznikajícího COPII váčku. Sec13-31 zároveň stimuluje GTPázu aktivující protein (GAP) 
Sec23. Ten svou aktivitou působí na Sar1, spustí jeho GTPázovou aktivitu a dojde k hydrolýze 





Obrázek 6 – Model sestavování COPII váčku v kvasinkách a živočišných buňkách.  
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